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57© Resumen:
Mejoras introducidas en la patente principal Nº 200002422
relativa a un Procedimiento de obtención de hidroxitirosol
purificado a partir de productos y subproductos derivados
del olivo.
El objeto del presente certificado de adición es un proce-
dimiento de obtención de hidroxitirosol purificado a partir
de productos y subproductos derivados del olivo median-
te tratamiento cromatográfico en dos pasos. Se utiliza un
método cromatográfico sobre resina de intercambio ióni-
co, no activada, seguido de un segundo tratamiento sobre
resina adsorbente, no iónica, del tipo XAD que permite
la concentración y total purificación del hidroxitirosol tras
una elución con una disolución metanol o etanol: agua
(del 30 al 33%).
El procedimiento objeto de la presente invención es tam-
bién aplicable a orujos de dos fases, orujos de tres fases
y huesos tras ser sometidos a un proceso de explosión al
vapor.
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
S
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DESCRIPCION
Mejoras introducidas en la patente principal
N 200002422 relativa a un Procedimiento de ob-
tencion de hidroxitirosol puricado a partir de
productos y subproductos derivados del olivo.
Sector de la tecnica
La presente solicitud de certicado de adicion
esta dirigida, al igual que la patente principal
P200002422 al sector de la alimentacion, far-
maceutico, de la cosmetica y de la agricultura.
Objeto de la invencion
El objeto de la presente invencion es un per-
feccionamiento del procedimiento de obtencion de
hidroxitirosol puricado a partir de productos y
subproductos derivados del olivo.
El hidroxitirosol es un antioxidante natural
de alto valor, con propiedades antimicrobianas
y totoxicas, que puede ser utilizado en la con-
servacion de alimentos, en la agricultura para la
proteccion de los olivos, y ademas se puede apro-
vechar su accion prolactica en ciertas enferme-
dades humanas inducidas por radicales. En este
sentido puede emplearse en diversas preparacio-
nes topicas, antienvejecimiento, antinflamatorias,
etc.
Los perfeccionamientos introducidos consisten
en la sustitucion de la columna de la primera
etapa del procedimiento por otra mas economica
y con posibilidad de reutilizacion y en la elimi-
nacion de la tercera etapa de puricacion.
Estado de la tecnica
La pulpa de aceituna contiene numerosos com-
puestos fenolicos, casi todos en forma de glucosido
o sus esteres, cuyo porcentaje pueden alcan-
zar hasta el 5 % de su peso seco. Entre todas
las sustancias fenolicas destaca la oleuropena el
glucosido mas abundante, constituido por el ester
heterosido del acido elenolico e hidroxitirosol, res-
ponsable de su sabor amargo. Tambien estan
presente, ligusgtrosido (glucosa - acido elenolico
- tirosol), verbascosido (acido cafeico - glucosa -
(ramnosa) - hidroxitirosol), flavonoides como la
rutina y en los frutos maduros, colorantes an-
tocianicos, derivados de la cianidina.
Todas estas sustancias tienen gran importan-
cia en los procesos tecnologicos a los que son so-
metidos estos frutos, ya sea para la elaboracion
de aceituna de mesa (p.e. para eliminar el sabor
amargo, desarrollo del color negro, etc) (Brenes,
M., Rejano, L., Garca, P., Sanchez, A.H, y Ga-
rrido, A, 1995. J. Agric. Food Chem. 43: 2702-
2795) o para la obtencion del aceite de oliva, ya
que de acuerdo con su coeciente de reparto cier-
tos fenoles pasan al aceite, siendo responsables de
la estabilidad frente a la oxidacion (Baldioli, M.,
Servili, M., Perretti, G. Y Montedoro, G.F 1996
J. Am Oil Chem. Soc. 73: 1589-1593), de las ca-
ractersticas sensoriales (Aparicio, R., Roda, L.,
Albi, M.A. y Gutierrez, F. 1999 J. Agric. Food
Chem. 47: 3531-3534) y de los efectos benecio-
sos para la salud humana (Manna, C., Galletti, P.,
Cucciolla, V., Moltedo, O., Leone, A y Zappia, V.
1997. J. Nutr. 127: 286-292), y parte pasan a la
fase acuosa.
El hidroxitirosol, que es el fenol mas ac-
tivo de los encontrados de forma natural en el
aceite de oliva virgen y fundamentalmente en sus
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aguas de vegetacion o alpechines, se obtiene es-
pontaneamente por la hidrolisis qumica y/o en-
zimatica de la oleuropena, durante la molienda
y batido de las pastas. Tambien se encuentra en
cantidades muy importantes en las lejas y aguas
de lavados, dada la hidrolisis qumica que se pro-
duce en este caso, durante la elaboracion de las
aceitunas de mesa. Es un compuesto muy intere-
sante por sus propiedades antioxidantes, que debe
su actividad fundamentalmente al grupo funcio-
nal o-difenol, caracterstico de los biofenoles, y
que presenta ciertos aspectos muy importantes
sobre la salud humana y la conservacion de los ali-
mentos, ademas de presentar un papel importante
en los mecanismos de defensa contra patogenos e
insectos en las aceitunas (Bianco, A.D., Muzza-
lupo, I., Piperno, A., Romeo, G. Y Ucella, N.
1999. J. Agric. Food Chem 47: 3531-3534).
Sin embargo el hidroxitirosol es un producto,
que no esta disponible comercialmente, a pesar de
que se han desarrollado diversos procedimientos
cromatogracos para su puricacion a partir del
aceite de oliva, del alpechn y hojas de olivos, y
que se han desarrollado, asimismo, diversos pro-
cedimientos de sntesis para su produccion.
Diversos autores italianos y japoneses han des-
crito la recuperacion de compuestos activos, masa
de fenoles a partir de alpechines, hojas de olivo y
frutos, con diversos procedimientos de extraccion
lquido-lquido y lquido-solido (Visioli, F., Vin-
ceri, F.F. Y Galli, C. 1995. Experientia 51: 32-
34)(patente japonesa JP-09078061). Sin embargo
el poder antioxidante de los extractos depende de
su grado de puricacion, siendo los mas activos
los extractos que contienen fenoles de bajo peso
molecular (Violi, F., Romani, A., Mulinacci, N.,
Zarini, S., Conte, D., Vinceri, F.F. y Galli, C.
1999. J. Agric. Food Chem 47: 3397-3401).
En relacion a la puricacion del hidroxitirosol
a partir de los extractos de alpechn obtenidos con
acetato de etilo. Capasso et al. 1999 (Capasso,
R., Evidente, A., Avolio, S. Y Solla, F. 1999, J.
Agric. Food Chem. 47 1745-1748) presentan un
nuevo metodo cromatograco usando columnas
de silica gel a presion media (20 bar), a diferencia
de otros metodos anteriores de extraccion y cro-
matografa a normal y baja presion (Capasso, R.,
Evidente, A. y Visca, C. 1994. Agrochimica 38:
164-171), y que se completan con una cromato-
grafa preparativa en capa na.
Otros autores espa~noles (patente espa~nola ES-
2051238) obtienen distintos tipos de fenoles, entre
ellos el hidroxitirosol utilizando una extraccion
en contracorriente a partir de la solucion acuosa
del alpechn. Una vez extrado el alpechn, como
tal o concentrado, mediante un disolvente o mez-
cla de disolventes poco miscible con agua, la fase
organica es sometida a una extraccion lquido-
lquido en contracorriente.
El hidroxitirosol que tambien ha sido puri-
cado a partir del aceite de oliva, ha sido paten-
tado para su uso en preparaciones topicas y de
ba~no, dado que inhibe la formacion de melanina
y de peroxidos lipdicos (patente japonesa JP -
08119825).
De los metodos de sntesis que existen el des-
crito por Capaso et al. (Capasso, R., Evidente,
A., Avolio, S. Y Solfa, F. 1999 J. Agric. Food
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Chem. 47 1745-1748), es segun el propio autor el
mas conveniente respecto a los otros descritos en
la literatura (Baraldi, P. G., Simoni, D., Manfre-
dini, S. Y Menziani, E. 1983. Liebigs Ann. Chem.
684-689) e incluso, se~nala que dicho metodo es
aun mas conveniente que la recuperacion croma-
tograca que realizan los mismos autores a partir
del alpechn, dado los bajos rendimientos de es-
tos ultimos y resultar mucho mas caro que los
de sntesis. El hidroxitirosol se sintetiza en di-
cho trabajo a partir del acido 3,4 dihidroxifeni-
lacetico por reduccion con LiAlH4 en tetrahidro-
furano, bajo reflujo, durante 2 horas.
Bai et al. 1998 (Bai, C., Yan, X., Takenaka,
M., Sekiya, K. Y Nagata, T. 1998. J. Agric. Food
Chem. 46: 3998-4001), tambien lo sintetizaron
con alto rendimiento, a escala de gramos, y con
alta pureza. La sntesis se realiza a partir del
mismo acido, 3,4 dihidroxifenilacetico, pero uti-
lizando un sistema de metilacion rapida con tri-
metilsildiazometano y posterior reduccion de los
productos de reaccion con NaBH4 .
Sin embargo, el acido puro (pureza analtica),
que se utiliza como materia prima en los metodos
de sntesis, es un producto qumico con un pre-
cio actual de alrededor de 4000 pts/gramo lo que
constituye un precio demasiado elevado para ser
producido a nivel industrial.
En dos solicitudes de patente anteriores (ES-
9800413 y ES-9800668) se muestran un proce-
dimiento de obtencion de manitol a partir de
pulpa extractada (ES-9800413) procedente de la
extraccion del aceite de oliva por el sistema de
tres fases y sometida a un proceso de explosion al
vapor y tambien un procedimiento de obtencion
de hidroxitirosol a partir de hueso de aceituna
(ES-9800668) que se ha sometido a un proceso de
autohidrolisis rapida.
En la solicitud de patente principal (P2000-
02422; fecha 6/ 10/ 2000) del presente certicado
de adicion se propone un procedimiento para la
puricacion de hidroxitirosol obtenido por los me-
todos referidos o bien a partir de los orujos de dos
fases (alperujo) tambien sometidos al proceso de
explosion al vapor. Este procedimiento presenta
varios inconvenientes:
- No es capaz de separar totalmente el hidro-
xitirosol del hidroximetilfurfural compuesto
de degradacion que aumenta al aumentar la
severidad.
- La primera columna se enfrenta con una di-
solucion fuertemente coloreada y muy rica
en diversos compuestos que son retenidos,
por lo que se hacen necesarias continuas y
fuertes regeneraciones al quedarse la mayor
parte de estos otros compuestos adsorbidos
en la resina. Estas regeneraciones alteran
qumica y mecanicamente a las resina acor-
tando su vida util. Este problema no lo
tiene las demas columnas al enfrentarse a
licores decolorados.
- Las resinas utilizadas son relativamente ca-
ras, especialmente la de la tercera columna,
aunque bastante resistentes.
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Explicacion de la invencion
El objeto de la presente invencion es un proce-
dimiento de obtencion de hidroxitirosol puricado
a partir de productos y subproductos derivados
del olivo, que incluye las siguientes etapas:
a) introduccion de la fuente de hidroxitirosol
en una columna con resina de intercam-
bio ionico no activada (preferentemente una
anionica fuerte), obteniendose tras eluir con
agua una disolucion que contiene al menos
el 85 % del hidroxitirosol contenido en la di-
solucion introducida en la columna.
b) introduccion de la disolucion conteniendo el
hidroxitirosol procedente de la etapa ante-
rior en una segunda columna de resina no
ionica, del tipo XAD, y elucion mediante
una mezcla metanol o etanol:agua (desde
el 30 al 33 %), obteniendose una disolucion
que contiene al menos el 75 % del hidroxiti-
rosol contenido en la fuente de hidroxitirosol
introducida en la primera etapa, y con una
pureza mnima del 95 %.
Las resinas utilizadas en los ciclos de puri-
cacion de hidroxitirosol pueden regenerarse me-
diante un tratamiento que consta de las siguientes
etapas:
a) en el caso de la resina de intercambio ionico
fuertemente anionica se regenera mediante
un lavado con un acido fuerte, a concentra-
ciones en torno al 2N. En el caso de necesi-
tar una regeneracion mas fuerte, despues de
muchos ciclos de puricacion, se sometera
a un lavado previo con NaOH al 2 % antes
del tratamiento acido.
b) en el caso de las resinas no ionica del tipo
XAD por lavado con metanol o etanol puro,
o en el caso de necesitar una regeneracion
mas fuerte un lavado con H2O2 al 2 % con
un pH ajustado a 11,5 mediante adicion de
NaOH.
Breve descripcion de la gura
Figura 1: Esquema de las etapas del procedi-
miento de puricacion de hidroxitirosol.
Descripcion detallada de la invencion
La presente invencion se reere a un metodo
cromatograco que permite obtener hidroxitirosol
con un alto grado de pureza y que ha sido desa-
rrollado a partir de los orujos de dos y tres fases y
de los huesos procedentes del procesado de aceitu-
nas, tras ser sometidos a un proceso de explosion
a vapor. Al tratarse de un pretratamiento muy se-
vero, donde el material es sometido a altas tempe-
raturas, por inyeccion de vapor de agua a presion
durante un corto perodo de tiempo, seguido de
una descompresion explosiva del producto, se con-
sigue la solubilizacion de hidroxitirosol y de otros
muchos compuestos solubles en agua (presentes
en el alpechn, solubilizados del orujo o residuo
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solido, productos de degradacion, etc.). El sis-
tema de puricacion podra ser tambien aplicado
a otras muchas fuentes, tales como alpechn lejas
y aguas de lavado del aderezo de aceitunas, etc.
El procedimiento de la invencion tiene de no-
vedoso la utilizacion de un sistema cromatograco
en dos fases, utilizandose en la primera una re-
sina de intercambio ionico en forma no activada,
que permite la parcial puricacion de hidroxiti-
rosol sin que este sufra alteracion alguna, tras su
elucion simplemente con agua. Estas resinas en
base a poliestireno se pueden usar en forma de
gel o macroreticular, y son facilmente regenera-
bles y de gran durabilidad mecanica y funcional.
Supone su uso bajos costos de inversion, regene-
racion y de operacion. El segundo paso se rea-
liza sobre resina adsorbente polimerica XAD que
permite la total puricacion de hidroxitirosol tras
eluir con una mezcla metanol o etanol:agua (del
30 al 33 %). Esta resina macroreticular, no ionica,
en base poliestireno, que adsorbe y libera las sus-
tancias a traves de interacciones hidrofobicas y
polares, tiene la ventaja con respecto a otras re-
sinas de que no ocurren procesos de retencion ni
modicaciones qumicas importantes del hidroxi-
tirosol sobre la fase estacionaria. Este tipo de re-
sinas polimericas, tanto la de intercambio ionico
como la adsorbente XAD son estables a acidos y
bases fuertes, a diferencia de los lechos de slica
utilizados en otros procedimientos de puricacion
de hidroxitirosol, con lo que se pueden usar du-
rante cientos de ciclos de puricacion, bien con
acido en el caso de la ionica, o bien metanol o
H2O2 (pH=11,5) en el caso de la no ionica.
En el presente procedimiento la regeneracion
ha consistido en un lavado en las propias colum-
nas con HCl (2N) para la anionica fuerte, y con
metanol para la adsorbente, a la cual le llega una
disolucion bastante limpia de productos que im-
purican al hidroxitirosol, por lo que no hace falta
regeneraciones drasticas de esta.
Las etapas del procedimiento de puricacion
son las que se recogen en el esquema de la gura
1:
B1: muestra inicial, fuente de hidroxitirosol
(fraccion acuosa).
C1: columna de resina de intercambio
ionica no activada, el hidroxitirosol se ob-
tiene por sucesivos lavados con agua.
A1: muestra inicial ya pasada por la co-
lumna C1, y lavados con agua sin apenas
hidroxitirosol.
A2: fraccion no retenida en la resina XAD,
disolucion bastante limpia, y que podra
emplearse como eluyente en la columna
anionica.
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B2: solucion con los compuestos, princi-
palmente hidroxitirosol, que se eluyen del
primer paso por la resina de intercambio
anionico con agua, y que permite recupe-
rar la mayor parte de este al tener distinta
velocidad de arrastre a traves del lecho de
resina que el resto de los compuestos que le
acompa~nan.
C2: cromatografa sobre resina adsorbente
XAD que permite la concentracion y to-
tal puricacion del hidroxitirosol mediante
la elucion con una mezcla metanol o eta-
nol:agua (del 30 al 33 %).
HT PURO: hidroxitirosol puro.
Modo de realizacion de la invencion
El procedimiento de puricacion se ha desa-
rrollado a partir de una muestra de alpeorujo so-
metida un proceso de explosion al vapor
Unos 2 Kg de alpeorujo (con unos 8.5 g de hi-
droxitirosol) se someten a un proceso de explosion
al vapor. En un reactor se inyecta vapor de agua a
presion durante 10 minutos, a una temperatura de
190-220C en presencia de H2SO4 al 2,5 % p/v al
producirse la descompresion explosiva del mate-
rial. ademas de cierta reaccion qumica, sufre una
desestructuracion importante y parte del mismo
se solubiliza. Tras separar las fracciones soluble e
insoluble se toma la primera, quedando una con-
centracion de hidroxitirosol de 0,5 g/L, que va ha
ser puricado en dos pasos:
1er paso: La muestra (B1) se introduce en
la primera columna (C1) con 1,25 Kg de resina
anionica fuerte no activada. El licor recogido a
la salida de la columna presenta el mismo color
que la muestra inicial, por lo que se queda rete-
nido en la columna todo el hidroxitirosol y poco
mas. Se realizan lavados con agua hasta recupe-
rar hasta un 80 % del hidroxitirosol introducido,
unos 7 g, llegandose a tener un extracto seco con
una riqueza de un 60 % de hidroxitirosol.
2 paso: los lavados con agua que han arras-
trado los 7 g de hidroxitirodol (B2) se introducen
en la columna (C2) con 1,5 Kg de resina XAD.
El hidroxitirosol se retiene, y se eluye nalmente
con una mezcla al 33 % metanol y agua. Se consi-
gue de esta forma una disolucion de hidroxitirosol
concentrado (HT CONC) que contiene 6.5 g de hi-
droxitirosol con una pureza de al menos del 95 %
y una concentracion de 2.2 g/L. La puricacion se
puede llevar a cabo de forma mas o menos com-
pleta segun los nes de la materia que se intenta
obtener con el procedimiento de la invencion.
La fraccion que no se retiene en la columna
primera, fraccion (A1), se puede utilizar para ob-
tener manitol (31 g) y otros azucares, entre los
que destaca la glucosa (82 g).
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REIVINDICACIONES
1. Procedimiento de obtencion de hidroxiti-
rosol puricado a partir de productos y subpro-
ductos derivados del olivo, caracterizado porque
incluye las siguientes etapas:
- a) introduccion de la fuente de hidroxitiro-
sol en una columna de resina de intercambio
ionico en forma no activada, obteniendose
tras eluir con agua una disolucion que con-
tiene al menos el 85 % del hidroxitirosol pre-
sente en la fuente de hidroxitirosol introdu-
cida en la columna consiguiendose con ello
un hidroxitirosol de un 60-70 % en riqueza.
- b) introduccion de la disolucion conteniendo
hidroxitirosol procedente de la etapa ante-
rior en una segunda columna de resina no
ionica y posterior elucion con mezcla me-
tanol o etanol:agua (del 30 al 33 %), ob-
teniendose una disolucion que contiene al
menos el 75 % del hidroxitirosol presente en
la fuente de hidroxitirosol introducida en la
primera etapa y con una pureza mnima del
95 %.
2. Procedimiento de obtencion de hidroxiti-
rosol puricado a partir de productos y subpro-
ductos derivados del olivo segun la reivindicacion
1, caracterizado porque previamente al trata-
miento en las columnas de resina, la fuente de hi-
droxitirosol se somete a un proceso de explosion
al vapor.
3. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque la columna de re-
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sina de intercambio ionico en forma no activada es
una columna con resina de intercambio anionico
fuerte.
4. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun las reivindicaciones
1 y 2, caracterizado porque la columna de re-
sina no ionica es una columna de resina Amberlita
XAD.
5. Procedimiento de obtencion de hidroxitiro-
sol puricado a partir de productos y subproduc-
tos derivados del olivo segun la reivindicacion 3
caracterizado porque, tras los ciclos de puri-
cacion, la resina de intercambio anionico se rege-
nera mediante un tratamiento que consta de las
siguientes etapas:
a) lavado con NaOH al 2 %
b) lavado con acido fuerte.
6. Procedimiento de obtencion de hidroxiti-
rosol puricado a partir de productos y subpro-
ductos derivados del olivo segun la reivindicacion
4 caracterizado porque, tras los ciclos de puri-
cacion, la resina adsorbente XAD se regenera me-
diante un tratamiento que consta de las siguientes
etapas:
a) extraccion de todos los compuestos que
acompa~nan al hidroxitirosol retenidos en la
resina, con metanol o etanol en la misma
columna, o en caliente mediante el empleo
de soxhlet.
b) lavado con una disolucion de H2O2 al 2 %
con pH ajustado a 11,5 mediante adicion
de NaOH.
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